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GENOM CZtOWIEKA
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genom - budowa i funkcja
genom mitochondrialny

mapowanie genomu
pytania
pis$miennictwo

projekt poznania genomu ludzkiego (HGP)

Termin ,,genom” zostal po raz pierwszy wprowadzony w 1920 r., przez niemieckiego bota-
nika Hansa Winklera w celu okreslenia haploidalnego zespotu chromosoméw wyodrebnio-
nego z Eukaryota. Obecnie pojecie genomu okresla sume wszystkich kodujacych i niekodu-
jacych sekwencji DNA zawartych w haploidalnej liczbie chromosoméw.

W komoérkach Eukaryota wystepuje réwniez pozajadrowy material genetyczny w po-
staci mitochondrialnego (mtDNA) i plastydowego DNA, ktdre stanowig odrebne genomy.
Genomem okresla sie tez material genetyczny bakterii oraz wiruséw, bez wzgledu na to, czy

wirus zawiera DNA czy RNA.

Badaniem genomoéw zajmuje si¢ ,,genomika” - termin wprowadzony w 1987 r. przez

V.A. McKusicka i F.H. Ruddle’a.

Rodzaje i wielkos¢
genomu

U Prokaryota oraz u niektorych organizmow
eukariotycznych (np. u trutni pszczo6t) w ko-
morce wystepuje pojedynczy genom, gdyz
s one haplontami. U wigkszosci Eukaryota
wtoku ewolucji doszto do wyksztalcenia
komérek o podwdjnym genomie (diploidal-
nych).

Wyrédznia si¢ dwa typy genomow: RNA
i DNA. U Prokaryota i Eukaryota wystepu-
ja genomy typu DNA, natomiast u wiruséw
- genomy typu DNA lub RNA. Jednym z naj-
mniejszych genomoéw jest genom poliowiru-

sa. Sktada si¢ on z okolo 7400 par zasad nici
(+)RNA.

DNA genomu jadrowego czlowieka liczy
okolo 3000 Mb (3 miliardy par zasad), ma
okolo 100 cm dlugoséci i mase czasteczkowy
3 x10° kD. U cztowieka najmniejszy chro-
mosom - pary 21 zawiera 47 Mb, a najwigk-
szy — pary 1 zawiera 247 Mb. Dla poréwna-
nia DNA E. coli zawiera 4,6 Mb (1,35 mm
dtugosci), Drosophila melanogaster 140 Mb
(56 mm dlugosci), a genom ryby dwudysz-
nej - 102 000 Mb (34,7 metra dtugosci). Naj-
prostsze Eukaryota, takie jak grzyby, majg
najmniejsze genomy, a kregowce i rosliny na-
sienne jedne z najwigkszych. Okazuje sie jed-
nak, ze stopien rozwoju ewolucyjnego danego
organizmu nie koreluje z ilosciag DNA w jego
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komérkach. Genom salamandry (plazy) jest
np. 100 razy wiekszy niz genom ptakdw,
a 10 razy wigkszy niz genom ssakéw. Z kolei
wielko$¢ genomu ssakéw odpowiada w przy-
blizeniu wielkoéci genomu pierwotniakdéw.

Organizacja genomu
— izochory

Genom kregowcow, w tym réwniez genom
czlowieka, jest mozaika izochor. Izochory to
dlugie, liczace ponad 300 kb (1 kb = 1000 par
zasad) regiony DNA o homogennym (jedno-
litym) skladzie zasad azotowych. Izochory
podzielone sa na kilka rodzin. Poszczegolne
rodziny réznig sie suma i zawarto$cig par
zasad G-C i C-G (G+C) oraz gestoscig wy-
kazang podczas wirowania DNA w stezeniu
Cs,SO, w obecnosci soli srebra, pelnigcej role
specyficznego liganda dla sekwencji bogatych
w zasady G+C. Okolo 62% genomu cztowie-
ka reprezentuja rodziny izochor ,lekkich”,
ubogie w G+C (L11iL2).

Rodziny izochor ,ci¢zkich”, bogate w za-
sady G+C (HI i H2) i bardzo bogate w G+C
(H3), stanowia odpowiednio 31% i 3-4%
genomu. Pozostale 3-4% genomu skfada
sie z satelitarnego i rybosomowego DNA
(rDNA), ktéry nie wchodzi w sktad izochor,
ale wyglada jak izochora z powodu jednolite-
go skladu zasad.

Obecno$¢ izochor w genomowym DNA
stwierdzono po raz pierwszy w latach sie-
demdziesigtych ubieglego stulecia, podczas
wirowania DNA w okreslonym stezeniu
Cs,SO,. Niestety, nie mozna dokonaé roz-
dzielenia DNA na izochory typowymi meto-
dami izolacji genomowego DNA. Tymi me-
todami uzyskuje si¢ tylko fragmenty izochor
dlugosci 50-100 kb. Nie udato sie réwniez do
tej pory zsekwencjonowanie fragmentu DNA
bedacego chociaz jedng calg izochora.

Geny w ludzkim genomie nie s3 roz-
mieszczone losowo. Wykazano, ze w wigk-
szosci przypadkow badane geny byty obecne
w rzadko wystepujacych, bogatych w G+C

izochorach. W izochorach ubogich w zasady

G+C gestos¢ gendw jest niska i zwieksza sie

ze wzrostem zawartosci G+C w rodzinach

izochor HI i H2. Najwyzsza gesto$¢ gendw
wystepuje w rodzinie izochor H3, ktéra wy-
kazuje ponad 20-krotnie wigksza gestos¢
gendéw od izochor ubogich w G+C. Rodzina
izochor H3 zostala w zwigzku z tym nazwa-
na ,rdzeniem genomu”. Zawarto$¢ genow

w izochorach LI i L2 wynosi 4%, a pozosta-

te 96% to sekwencje niekodujace, natomiast

w izochorach HI i H2 - 20% to sekwencje

kodujace. Najwiecej gendw, az 76%, wystepu-

je w najciezszych izochorach H3. Zawarto$¢
zasad G+C w genomie jest wigc miarg gesto-
$ci genow.

Wzrostowi zawarto$ci gendéw w izocho-
rach wraz ze wzrostem zawartoéci zasad
G+C towarzyszy réwniez zwiekszona obec-
nos$¢ wysp CpG. Wyspy te s3 regionami nie-
metylowanego DNA w jednej nici wielkosci
ok. 1 kb, w ktérych bardzo czesto wystepuje
deoksycytydyna i deoksyguanozyna, two-
rzace dinukleotydy CpG. Wyspy CpG nie
zawieraja Zadnej dluzszej specyficznej se-
kwencji nukleotydéw, ktéra umozliwiataby
ich identyfikacje. Sa wigc umownie okre-
$lane jako fragmenty DNA silnie trawione
restryktazami specyficznymi dla sekwencji
CpG albo jako regiony o wysokiej zawartosci
zasad G+C (ok. 65%). Wyspy CpG to praw-
dopodobnie miejsca o charakterze promo-
toréw, z ktérymi oddzialuja czynniki trans-
krypcyjne. Znajduja si¢ one gléwnie w cy-
togenetycznych prazkach R, ktére obejmuja
50% genomu. Przyblizona liczba wysp CpG
w haploidalnym genomie wynosi 45 000.

Istnieja réznice w zawarto$ci poszczegodl-
nych rodzin izochor w prazkach chromoso-
malnych. Wykazano, ze:

a) prazki G sa utworzone wylacznie z ubo-
gich w zasady G+C izochor, z malym
udziatem izochor bogatych w G+C z ro-
dziny HI, s3 wigc doé¢ jednorodne pod
wzgledem skladu, gdyz izochory lekkie
nieznacznie si¢ réznig pod wzgledem za-
wartosci zasad G+C;

b) prazki R zawierajg izochory obejmujace
fragmenty DNA o roznej liczbie zasad



G+C, s3 wigc bardziej zréznicowane; do
prazkow R zalicza sa:
- prazki T zbudowane przewaznie z ro-

dzin izochor H2 i H3,
- prazki R' sktadajace si¢ z prawie jed-
nakowej liczby izochor bogatych

w G+C (gtéwnie rodziny HI), i ubo-
gich w G+C. Prazki R' mozna podzieli¢
na dwie podklasy zwane prazkami T'
i R" Prazki T' zawieraja gtéwnie izo-
chory H3 i H2, za$ prazki R" ich nie
maja. Prazki R zawierajg zatem trzy
rodzaje prazkéw: T, T'i R"

W prazkach T znajduje si¢ okolo 46-58%
wszystkich gendéw czlowieka. Stanowig one
jednoczesnie te cze$¢ genomu, ktéra wykazu-
je najwyzszg aktywno$¢ transkrypcyjna i re-
kombinacyjng. Prazki T sg réwniez regionem
najczestszego wystepowania wysp CpG.

Poszczegolne rodziny izochor sa zwigza-
ne ze swoistg strukturg chromatyny. Struk-
tura chromatyny jest ,otwarta” w izochorach
bogatych w G+C, czyli w rodzinach H2 i H3.
»Otwarta” struktura chromatyny charakte-
ryzuje si¢ fatwym dostepem deoksyrybonu-
kleaz (DNA-z) spowodowanym niedoborem
lub brakiem histonu HI, acetylacja histonu
H3 i H4 oraz wigkszym odstepem miedzy
nukleosomami.

Roéznice w budowie genomu kregowcow
dotyczg takze organizacji izochor. Genom
kregowcow zmiennocieplnych charaktery-
zuje matla réznorodno$é¢ kompozycyjna, ich
izochory bogate w zasady G+C wystepuja
rzadziej niz bogate w zasady G+C izochory
kregowcow statocieplnych.

Podczas ewolucyjnego przejscia od ga-
déw do ptakéw i ssakow (dwie odrebne linie
rozwojowe) nastapil wzrost zawartosci zasad
G+C, zwlaszcza w izochorach z rodzin HI-
-H3. Zmianom tym towarzyszylto pojawienie
sie prazkéw R widocznych po wybarwieniu
chromosoméw. Nastepowaly takze zmia-
ny kompozycyjne w sekwencji kodujacej,
zwlaszcza w trzeciej pozycji kodonu. Poréw-
nujac geny homologiczne czlowieka i Xeno-
pus, wykazano, ze u czlowieka geny majg
wyzszg zawartos¢ zasad G lub C w trzeciej
pozycji kodonu.
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Pierwszorzedowa
struktura genomu
czlowieka

Wystepowanie w genomie okreslonych se-
kwencji zasad decyduje o strukturze pierw-
szorzedowej genomu. Jest ona odmienna
u Prokaryota i Eukaryota. U spokrewnionych
gatunkéw rowniez obserwuje sie rdznice
w organizacji sekwencji zasad w genomie.
Okoto 30% genomu jadrowego cztowieka sta-
nowia sekwencje ulegajace transkrypcji i se-
kwencje zwigzane z genami (eksony, introny,
pseudogeny, fragmenty genéw, sekwencje re-
gulatorowe, sekwencje poczatkowe i koncowe
genow). Pozostalg czes¢ stanowi pozagenowy
DNA obejmujgcy sekwencje unikatowe oraz
sekwencje powtdrzone (repetytywne).

Geny i sekwencje zwigzane
z genami

Geny i sekwencje funkcjonalnie zwigza-
ne z genami obejmujg u czlowieka 900 Mb,
w tym DNA kodujacy zawiera 90 Mb, a DNA
niekodujacy, obejmujacy m.in. intronyi pseu-
dogeny, zawiera pozostate 810 Mb. Geny Eu-
karyota maja strukture nieciagla, co oznacza,
ze informacja o sekwencji aminokwaséw nie
jest ciagla, lecz poprzerywana odcinkami
niekodujacymi. Sekwencje kodujace nazywa-
ne sa eksonami, niekodujace za$ intronami.
W wigkszoéci przypadkéw introny sg dhuz-
sze niz eksony.

Pozagenowy DNA

Pozagenowy DNA obejmuje u czlowieka
2100 Mb, w tym sekwencje powtdrzone sta-
nowig 420 Mb, a unikatowe 1680 Mb.

123



124

6 GENOM CZtOWIEKA

Unikatowy DNA

Sekwencje unikatowe w genomie czlowieka
stanowia ok. 80% pozagenowego DNA. Wy-
stepuja w genomie gtéwnie w postaci jednej
kopii.

DNA powtdrzony

W genomie Eukaryota wystepuje duzo po-
wtoérzonych sekwencji zasad. Ponad 30%
DNA stanowia sekwencje powtdrzone co
najmniej dwadzie$cia razy. Sekwencje po-
wtorzone w genomie cztowieka mozna ogol-
nie podzieli¢ na dwa typy: sekwencje roz-
proszone (interspersed repetitive DNA), gdzie
powtorzone elementy sg oddzielone od siebie
innymi sekwencjami, oraz sekwencje powto-
rzone tandemowo (tandemly repeated DNA),
w ktorych fragmenty powtérzone utozone sg
obok siebie i taczg sie jak ,glowa do ogona”
np. AT’ A’A*ASCT’A'T?A’A*ACT"... Cy-
fry oznaczaja kolejnos$¢ zasad azotowych.

Do rozproszonych sekwencji powtdrzo-
nych naleza m.in. sekwencje SINE (Short
Interspersed Nuclear Elements) - krotkie
rozproszone elementy jadrowe o dlugosci
100-500 par zasad, i LINE (Long Interspersed
Nuclear Elements) — dlugie rozproszone ele-
menty jadrowe wielko$ci kilku i wiecej kb.
Do tandemowych sekwencji powtdrzonych
zalicza si¢ satelitarny DNA.

Do sekwencji SINE naleza wystepuja-
ce u czlowieka sekwencje Alu - nazwa po-
chodzi od endonukleazy restrykcyjnej Alul
rozpoznajacej okreslone miejsca w obrebie
tej sekwencji. Sg to fragmenty dlugosci 280
par zasad, wystepujace w genomie cztowieka
wielokrotnie — okoto miliona razy. Sekwen-
cje Alu naleza do tzw. retrotranspozondw.
Oznacza to, ze transkrypty tych sekwencji
ulegaja odwrotnej transkrypcji i w posta-
ci DNA integruja si¢ z genomem w nowym
miejscu. Réwniez sekwencje LINE zaliczane
s3 do retrotranspozondw.

Sekwencje ruchome (transpozony), na-
lezace do powtdrzen rozproszonych w geno-
mie, to fragmenty DNA zdolne do przemiesz-
czania si¢ w obrebie genomu. Transpozycja
DNA jest powszechna w ludzkim genomie,
lecz najczesciej nie obejmuje sekwencji kodu-
jacych. Sekwencje ruchome zaliczane do roz-
proszonych sekwencji powtérzonych mozna
podzieli¢ na retropozony, transpozony i re-
trotranspozony.

Retropozony przemieszczajg sie w geno-
mie jednej komdrki w wyniku transkrypcji,
syntezy DNA na matrycy RNA przy udzia-
le odwrotnej transkryptazy, syntezy dwu-
niciowej formy komplementarnego DNA,
integracji (DNA-RNA-DNA). Taki sposob
przemieszczania nazywa sie retropozycja,
a sekwencje przemieszczane retropozonami.

Transpozony to sekwencje DNA ulega-
jace bezpo$redniej transpozycji fragmentu
DNA w obrebie jednej komorki, z pominie-
ciem RNA.

Retrotranspozony to fragmenty DNA,
ktére moga sie przemieszczaé nie tylko we-
wnatrz genomu danej komorki, ale réwniez
do genomu innych komoérek. Transpozycja
retrotranspozondéw odbywa sie podobnie
jak retropozonéw na drodze DNA-RNA-
-DNA. Retrotranspozony zawieraja pelna
informacje¢ genetyczna kodujaca biatka en-
zymatyczne niezbedne do retrotranspozycji
wewnatrzkomdrkowej, a nawet zewnatrzko-
morkowej. Wladciwosci retrotranspozonu
staja si¢ zatem podobne do retrowirusow,
stad sekwencje te bywaja czesto nazywane
retrowirusopodobnymi.

W powtorzeniach tandemowych wyste-
puja geny (rDNA) kodujace rybosomalny
RNA (rRNA). Niemal u wszystkich Euka-
ryota geny te wystepuja w wiecej niz 100 ko-
piach (u czlowieka ok. 450 kopii). W powto-
rzeniach (ok. 30-40 razy) wystepuja réwniez
geny kodujace biatka histonowe.

Do sekwencji tandemowych o wielkiej
liczbie powtoérzen nalezy DNA satelitarny.
Nazwa pochodzi od wlasciwosci tego DNA
w czasie ultrawirowania w gradiencie gesto-
$ci CsCl. Gestos¢ satelitarnego DNA znacznie
sie rézni od gestosci gléwnego pasma DNA,



jest on bowiem cig¢zszy lub 1zejszy w zalezno-
$ci od stosunku par G+C do A+T. Poniewaz
wystepuja trzy frakcje satelitarne, ten rodzaj
DNA podzielono na trzy typy: satelitarny I
(lekki, z duzg zawartoécia A+T), satelitarny
111 satelitarny III (bogaty w G+C).

DNA satelitarny réznych gatunkéw Eu-
karyota ma pewne cechy specyficzne, ale
mozna stwierdzi¢ réwniez istnienie homolo-
gii miedzygatunkowych. U czltowieka wyrdz-
niono 5 gtéwnych grup satelitarnego DNA:

- grupa 1 — to heterogenna grupa powto-
rzen pieciu nukleotyddw, stanowigca
gltéwny sktadnik frakeji II i IIT po ultra-
wirowaniu. Wystepuje w heterochroma-
tynie ramion dtugich chromosomu Y;

- grupa 2 -bogata w A+T, to gtéwny sklad-
nik I frakcji DNA, po wirowaniu skiada
sie z powtoérzen sekwencji o dlugosci
17 par zasad (typ A) lub 25 par zasad (typ
B). Ten rodzaj DNA znajduje si¢ w przy-
centromerowych regionach chromoso-
moéw oraz w ramionach dtugich chromo-
somu Y;

- grupa 3 - bogata w G+C, sklada sie z po-
wtorzen o dtugosci 70 lub 140 par zasad.
Liczy ok. 4000 kopii;

- grupa 4 - to satelitarny DNA wystepuja-
cy w regionach centromerowych wszyst-
kich chromosomoéw. U czlowieka stanowi
ok. 3% genomu, a np. u malp ok. 30%;

- grupa5 - to DNA wystepujacy w ramio-
nach dlugich chromosomu Y, sktada si¢
z powtdrzonych sekwencji o dlugosci
2400 par zasad.

W genomie Eukaryota wystepuja rowniez
male bloki sekwencji satelitarnych o niewiel-
kiej liczbie powtdrzen jednostki podstawo-
wej, zwane minisatelitami. Pierwsza z tych
sekwencji wykryto w intronie genu mioglobi-
ny ludzkiej. Zawiera ona cztery powtdrzenia
sekwencji o dlugosci 33 par zasad. Minisate-
lity zawieraja powtérzenia tandemowe ztozo-
ne z 9-80 pz. Duza zmienno$¢ minisatelitow
wynika z réznej liczby powtérzen danego
motywu w okres$lonym locus. Zmienno$¢ ta,
wystepujaca m.in. u cztowieka, zostata okre-
$lona jako polimorfizm liczb tandemowych
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powtdrzen VNTR (Variable Number Tandem
Repeats).

Analiza kilku takich loci danego osobnika
technikami hybrydyzacyjnymi pozwala
uzyska¢ obraz dla niego charakterystycz-
ny, okreslany jako ,genetyczny odcisk
palca” (fingerprint). Obraz ten jest uni-
katowy i moze by¢ wykorzystywany przy
ustalaniu ojcostwa, identyfikacji sprawcy
przestepstwa lub identyfikacji zwlok. Do
podobnych celéw mozna réwniez wyko-
rzystac analize loci mikrosatelitarnych.

Mikrosatelity to powtoérzenia tande-
mowe zawierajace 10-50 powtdrzen o dtu-
gosci 1-6 par zasad. Sa one wykorzysty-
wane jako markery w diagnostyce wie-
lu choréb dziedzicznych. Mikrosatelity
sa znacznie krotsze i czesciej wystepuja
w genomie niz minisatelity. Wzrost zain-
teresowania tymi sekwencjami wynika
z licznych doniesien o ich niestabilnosci
w wielu typach nowotworéw.

Genom mitochondrialny

Mitochondria to organelle wewnatrzko-
moérkowe dziedziczone prawie wylacznie
po matce. Udzial mitochondrialnego DNA
(mtDNA) plemnika w dziedziczeniu pozajg-
drowym wynosi zaledwie 0,1%, gdyz w ko-
morce jajowej znajduja sie dziesigtki tysiecy
mitochondriéw, natomiast w plemniku jest
ich okoto dwudziestu.

Liczba mitochondriéw w komoérkach so-
matycznych czlowieka jest rozna w zalezno-
$ci od typu tkanki, $rednio ok. 1000.

Najwiecej mitochondriow zawieraja wiok-
na mie$niowe poprzecznie prazkowane,
miesien sercowy, nerki oraz os$rodkowy
ukfad nerwowy. Dlatego zespoly choro-
bowe dziedziczone mitochondrialnie to
gltéwnie schorzenia neurologiczne i ence-
falomiopatie.
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Kazde mitochondrium zawiera 2-10 cza-
steczek DNA. DNA mitochondrialny nie ule-
ga rekombinacji, niewielkie sg réwniez moz-
liwo$ci naprawy DNA w mitochondriach.
Roéznice w budowie genomu mitochondrial-
nego s3 wiec wynikiem kumulujacych sie
zmian mutacyjnych. Liczba mutacji w mito-
chondrialnym DNA jest ok. 10 razy wigksza
niz w DNA jadrowym. Jest to gtéwnie zwig-
zane z tym, ze w mitochondriach odbywa sie
proces tlenowego oddychania wewnatrzko-
morkowego, podczas ktérego ok. 1-2% tlenu
przemienia si¢ w wolne rodniki tlenowe, za-
liczane do czynnikéw mutagennych.

Genom mitochondrialny czlowieka jest
zbudowany z dwuniciowej kolistej czasteczki
DNA zawierajacej 16 569 par zasad, co sta-
nowi mniej niz 1% catkowitego DNA w ko-
morce. Jedna z nici tego genomu zawierajg-
ca wiekszo$¢ genoéw okreslana jest jako ni¢
ciezka (H), druga jako ni¢ lekka (L). Genom
mitochondrialny zawiera 22 geny kodujace
tRNA, 2 geny rRNA oraz 13 regionéw kodu-
jacych biatka (cytochrom b, 3 podjednostki
oksydazy cytochromowej, dwie podjednost-
ki ATP-azy, 7 podjednostek dehydrogenazy
NADH). DNA mitochondrialny czlowieka
nie zawiera intronow. Ekspresja wiekszosci
gendéw w genomie mitochondrialnym odby-
wa sie w tym samym kierunku, a geny tRNA
lezag miedzy genami kodujacymi rRNA lub
biatka.

Prawie kazda para zasad mitochondrial-
nego DNA wchodzi w sklad genu zawiera-
jacego informacje¢ o syntezie biatka czy tez
RNA. Z wyjatkiem petli D-regionu, w kto-
rym nastepuje inicjacja replikacji DNA, nie
wiecej niz 87 z 16 569 par zasad moze leze¢
w regionie intercistronowym (miedzy gena-
mi). W wielu przypadkach ostatnia zasada
azotowa jednego genu przylega bezpos$red-
nio do pierwszej zasady nastepnego genu, co
$wiadczy o duzej oszczednosci organizacji
genomu mitochondrialnego. Niekiedy naste-
puje tzw. nadpisanie (overlap) jednej zasady,
dzigki czemu ostatnia zasada jednego genu
jest réwniez pierwsza zasada nastepnego
genu.

Mitochondria maja wlasny kod genetycz-
ny. Okazalo sig, ze pie¢ ramek odczytu nie ma
kodonu terminacyjnego i konicza sie one na U
lub UA, a kodon ochra (UAA) jest tworzony
dopiero przez poliadenylacje transkryptu
(mitochondrialny mRNA nabywa krétka
sekwencje poli (A) na koncu 3'). Ponadto
w trzech przypadkach kodonem terminacyj-
nym s3 sekwencje AGA lub AGG, ktére zwy-
kle koduja argining. Kodonami startowymi
sa natomiast sekwencje AUG, AUA czy tez
AUU.

Mutacje mitochondrialnego DNA s3 od-
powiedzialne za wystapienie wielu cho-
rob, m.in. zespolu Kearnsa-Sayre’a — KSS
(oftalmoplegia, zwyrodnienie barwni-
kowe siatkowki, kardiomiopatia), dzie-
dzicznej neuropatii nerwu wzrokowego
— LHON (zesp6t Lebera) oraz encefalo-
miopatii, kwasicy mleczanowej z objawa-
mi udaropodobnymi - MELAS. Mutacje
w mtDNA moga réwniez odpowiadacé za
procesy starzenia sie (rozdz. 33).

Aktualne osiagniecia
w dziedzinie poznania
ludzkiego genomu

Historia odczytywania ludzkiego geno-
mu siega roku 1952, kiedy to James Watson
opisuje DNA, z ktérego zbudowane sg geny.
Szersze prace nad okresleniem kolejnosci za-
sad, z ktérych zbudowane sg nici DNA, przy-
padly na lata 80.190. XX w.

Od kilkunastu lat przodujace badania
w zakresie poznania genomu cztowieka pro-
wadzi grupa naukowcow z 18 panstw zwia-
zanych z Projektem Poznania Genomu Czto-
wieka HGP (Human Genome Project).

Badaniami w ramach HGP kieruje Na-
rodowe Centrum Badan Genomu Czlowieka
USA NCHGR (National Center for Human
Genome Research) powstate w 1988 r. przy
Narodowym Instytucie Zdrowia NIH (Na-
tional Institutes of Health). Projekt ten jest



bardzo kosztowny. Planowany budzet prze-
widywal 200 mln USD rocznie przez 15 lat.
Projekt Poznania Genomu Czlowieka
jest bez watpienia jednym z najwigkszych
przedsiewzie¢ badawczych ludzkosci. Wielu
naukowcow z kilkunastu krajow podjeto wy-
zwanie poznania pelnego zapisu informacji
zawartej] w DNA, wedlug ktérej funkcjonuje

caly organizm.
Najwazniejsze kierunki realizacji HGP to:
- opracowanie map chromosomowych
czlowieka,

- utworzenie map i rozpoczecie sekwen-
cjonowania genéw organizmow modelo-
wych (Escherichia coli, drozdze Saccha-
romyces cervisiae, nicien Caenorhabditis
elegans, muszka Drosophila melanogaster
oraz mysz laboratoryjna), ktére majg ufa-
twi¢ interpretacje wynikéw uzyskanych
podczas badania ludzkiego genomu,

- usprawnienie technik sekwencjonowania
DNA,

- ulatwienie dostepu do nowych technolo-
gii,

- zbadanie implikacji etycznych, prawnych
i spotecznych HGP.

Naukowcy pracujacy w ramach HGP oraz

w firmie amerykanskiej Celera Genomics

Corporation z Rockkeville doprowadzili do

prawie calkowitego zsekwencjonowania ge-

nomu czlowieka, postugujac sie odmiennymi
metodami. Klasyczna technika sekwencjo-
nowania stosowana w ramach HGP polegata
na fragmentacji DNA chromosomow, okre-
$leniu kolejnosci nukleotydéw w tych od-
cinkach i ustawieniu uzyskanych sekwencji

DNA w odpowiedniej kolejnosci. Celera Ge-

nomics Corporation wprowadzita nowy spo-

sob analizowania sekwencji DNA, nazwany
metoda sekwencjonowania dubeltéwkowego.

Metoda ta polega na pocigciu DNA badanego

organizmu na ogromna liczbe fragmentow,

ktére sa nastepnie sekwencjonowane bez
zwracania uwagi na ich potozenie wzgledem
siebie w chromosomach. Nastepnie dopaso-
wuje si¢ do siebie ,teksty” poszczegdlnych
fragmentow, tak by uzyska¢ kompletny zapis.

Dopasowywanie sekwencji przeprowadza sie

komputerowo. Dzieki tej metodzie realiza-

6 GENOM CZtOWIEKA

cja celow badawczych HGP zostala znacznie
przyspieszona.

Jak juz wspomniano, w pracach nad po-
znaniem ludzkiego genomu uczestniczyly
gtownie dwie grupy badawcze: miedzyna-
rodowy zesp6t realizujacy HGP oraz Celera
Genomics Corporation. Naukowcom pracu-
jacym w ramach HGP udalo si¢ odczytac se-
kwencje ludzkiego genomu w 85% (do czerw-
ca 2000 r.), natomiast Celera rozszyfrowatla
ponad 90% sekwencji genomu. Nie odczyta-
no wowczas calego genomu czlowieka. Juz
rok pdzniej firma prywatna deCODE udo-
stepnila mape genomu czlowieka pieciokrot-
nie dokladniejszg. Firma ta podala réwniez
informacje o usunieciu 104 bledéw powsta-
tych w poprzednim mapowaniu. Pod ko-
niec 1999 r. poznano sekwencje pierwszego
chromosomu - chromosomu 22. W 2003 r.
znano juz sekwencje 7 chromosoméw, w tym
chromosomu Y. W marcu 2005 r. odczytano
sekwencje chromosomu X, a w maju 2006 r.
poznano sekwencje¢ ostatniego z badanych
chromosoméw - chromosomu 1 (tab. 6.1).
Poznanie sekwencji zapisu informacji gene-
tycznej (,,liter” i ,wyrazéw”) nie oznacza jesz-
cze, ze wiadomo, do jakiej funkcji organizmu
one si¢ odnosza. Ustalenie sekwencji DNA
jest tylko pierwszym krokiem do zbadania
funkcjonowania komorek i organizméw. Ko-
lejny etap prac badawczych nad genomem
czlowieka polega na rozréznianiu genéw, po-
znaniu ich funkeji i ustaleniu wspétdzialania
genéw. Nadal nie wiadomo, z ilu dokladnie
genow sklada sie ludzki genom.

Do tej pory ustalono genomy bakterii
E. coli i innych bakterii chorobotworczych,
m.in. Helicobacter pylori wywotujacej choro-
be wrzodowg zotadka. Poznano réwniez pet-
ng sekwencje genomu nicienia Caenorhabdi-
tis elegans, muszki Drosophila melanogaster,
kilku gatunkéw ryb, myszy, szczura i innych
organizmow.

W najnowszych doniesieniach podano
liczbe ok. 25 tys. genéw (sekwencji kodu-
jacych bialka) u czlowieka. Jest to o 10 tys.
mniej, niz ogtoszono w 2001 r., przedstawia-
jac wyniki badan prowadzonych w ramach
HGP.
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Tabela 6.1 Wielkos¢ chromosomoéw cztowieka i catkowita
liczba genéw (wg Wozniak i Mila-Kierzenkowska na podstawie danych
z National Center for Biotechnology Information — NCBI)
Chromosom | Catkowita | Wielkos¢ | Zidenty- | Data poznania
fikowane | pelnej
geny sekwencji
1 3186 247 ok.90% maj 2006
2 2093 243 ok. 95% kwiecien 2005
3 1638 200 ok. 95% kwieciert 2006
4 1300 191 ok. 95% kwiecien 2005
5 1448 181 ok.95% wrzesien 2004
6 1843 171 ok. 95% pazdziernik 2003
7 1722 159 ok. 95% lipiec 2003
8 1162 146 ok. 95% styczen 2006
9 1394 140 ok. 85% maj 2004
10 1259 135 ok. 95% maj 2004
11 2000 134 ok. 95% marzec 2006
12 1509 132 ok. 95% marzec 2006
13 611 114 ok. 80% marzec 2004
14 1420 106 ok. 80% kwiecien 2003
15 1143 100 ok. 80% marzec 2006
16 1270 89 ok. 85% grudzien 2004
17 1650 79 ok. 95% kwiecieri 2006
18 480 76 ok. 95% marzec 2004
19 1861 64 ok. 85% marzec 2004
20 824 62 ok. 90% luty 2001
21 386 47 ok.70% maj 2001
22 812 50 ok.70% grudzien 1999
X 1529 155 ok. 95% marzec 2005
Y 344 56 ok.50% czerwiec 2003

Odkrycie sekwencji ludzkiego genomu
budzi ogromne nadzieje. Szczegblowe po-
znanie ,szyfru zycia® zapisanego w geno-
mie cztowieka bedzie mozna wykorzystac
przy produkcji nowych lekéw i doskonale-
niu metod leczenia, w tym terapii genowej.
Osiagniecia wynikéw badan HGP umozli-
wig zastosowanie skuteczniejszych niz do-
tad metod diagnostycznych w wykrywaniu
i zapobieganiu chorobom uwarunkowanym
genetycznie.

Poznanie dokladnej mapy ludzkiego ge-
nomu, oprocz niezaprzeczalnych korzysci
poznawczych i czysto medycznych, niesie ze
sobg réwniez wiele dylematéw natury bio-
etycznej i prawnej. Jednym z wielu proble-
moéw jest pytanie, kto powinien mie¢ dostep
do informacji o stanie materialu genetycz-
nego danej osoby, poniewaz niekontrolowa-
ne przedostanie sie takiej informacji, np. do
pracodawcy czy tez firm ubezpieczeniowych,
moze mie¢ dla wielu oséb negatywne konse-
kwencje.



Problemom tym mogg zaradzi¢ tyl-
ko odpowiednio przeprowadzone regula-
cje prawne. Zagadnienia dotyczace kwestii
prawno-etycznych, zwigzanych z badaniami
genetycznymi u cztowieka, sg trescig licznych
artykutow prawnych zawartych w konwen-
cjach przyjetych przez Komitet Ministréw
Rady Europy, takich jak:

- Konwencja o Ochronie Praw Czlowieka
i Godnoéci Istoty Ludzkiej wobec Zasto-
sowan Biologii i Medycyny (Konwencja
o Prawach Czlowieka i Biomedycynie
z dnia 19 listopada 1996 r.),

- Powszechna Deklaracja o Genomie Ludz-
kim i Prawach Czlowieka przyjeta na
29 sesji Konferencji Generalnej UNESCO
w dniu 11 listopada 1997 r.

Informacje dotyczgce postepu badan nad
poznaniem ludzkiego genomu dostepne sg
w internecie. Mozna je znalez¢ np. na stro-
nie funkcjonujacego jako agencja rzadowa
National Human Genome Research Institute
w USA (http://www.genome.gov/). Aktualne
dane dotyczace chromosomalnej lokalizacji
gendw, diagnostyki choréb, stanu zaawanso-
wania mapy genow oraz budowy genomodw
innych organizméw dostepne sa m.in. na
stronie National Center for Biotechnology
Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Mapowanie genomu

Mapowanie genomu polega na przypisaniu
konkretnym genom okreslonych pozycji
w poszczegdlnych chromosomach. W celu
scharakteryzowania genomu ludzkiego sto-
suje si¢ trzy rodzaje map:

- genetyczne (mapy sprzezen),

- cytogenetyczne,

- fizyczne.

Mapowanie genetyczne opiera si¢ na
pomiarze tendencji dwoch nieallelicznych
gendéw do wspdlnego segregowania w czasie
mejozy. Mapy sprzezen pozwalaja na usta-
lenie wzglednego polozenia genéw na chro-
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mosomach. Mapy cytogenetyczne odzwier-
ciedlaja pasmowy uklad prazkéw charakte-
rystyczny dla danego chromosomu w zalez-
noéci od zastosowanej metody wybarwiania.
Polozenie genu w specyficznym miejscu
(locus) na chromosomie ukazujg natomiast
mapy fizyczne, ktére wymagaja bezposred-
niego badania czasteczek DNA i moga mie¢
rézny stopien rozdzielczo$ci. Wszystkie ro-
dzaje map uzupelniajg si¢ i tworzg podstawe
do dalszych badan w celu otrzymania kom-
pletnej sekwencji ludzkiego DNA. Poznanie
pelnej sekwencji DNA poszczegolnych chro-
mosomOw stanowi najwyzszy stopien roz-
szyfrowania genomu ludzkiego (ryc. 6.1).

Mapy genetyczne
(mapy sprzezen)

Podstawa mapowania genetycznego jest zja-
wisko rekombinacji odkryte przez Thomasa
Morgana na poczatku poprzedniego wieku.
Mapy genetyczne sporzadza sie, analizujac
sprzezenia na podstawie oceny czestosci re-
kombinacji miedzy genami lezacymi na tym
samym chromosomie.

Dwa geny sg sprzezone ze soba, jezeli ich
loci leza na tym samym chromosomie. Allele
tych dwéch gendéw maja tendencje do prze-
chodzenia razem do tej samej gamety. Jezeli
lokalizacja jednego genu jest znana, to drugi
gen fatwo zlokalizowa¢ w danym obszarze
chromosomu. W analizie sprzezen brane sa
pod uwage dwa miejsca (loci) na chromo-
somie. W jednym z nich zlokalizowany jest
gen okreslajacy badang ceche, w drugim zas
obecny jest gen markerowy.

Markery genetyczne to charakterystycz-
ne sekwencje, ktore sg silnie sprzezone z ba-
danym genem i dziedziczone sg razem z nim,
a rekombinacja miedzy nimi zachodzi nie-
zmiernie rzadko. W analizie sprzezen gendw
mozna wykorzysta¢ wiele réznych markeréw,
musza one jednak spelnia¢ podstawowy wa-
runek. Podobnie jak badane geny, markery
muszag wystepowaé w przynajmniej dwdch
alternatywnych odmianach fenotypowych,
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Ryc. 6.1 Rézne stopnie poznania genomu. A. Mapa genetyczna - odlegtosci miedzy genami (x, y, z)
oparte sg na czestosci crossing-over i podane w centymorganach (cM); B. Mapa cytogenetyczna — ukazuje
charakterystyczny ukfad prazkéw, w ktérych zlokalizowane sg poszczegélne geny; C. Mapa fizyczna - po-
tozenie specyficznych sekwencji (a-d) wyznaczone jest np. przez kolejnos¢ charakterystycznych miejsc
restrykcji i podane w milionach par zasad (Mb); D — petna sekwencja zasad okreslonego odcinka DNA.

przy czym kazdy fenotyp okreslany jest przez

inny allel odpowiadajacego mu genu. Naj-

czesciej wykorzystywanymi obecnie typami
markeréw genetycznych sa:

- polimorfizmy dlugosci odcinkéw re-
strykcyjnych — RFLP (Restriction Frag-
ment Length Polymorphism),

- polimorfizmy dtugosci prostych sekwen-
cji — SSLP (Simple Sequence Length Poly-
morphism),

- polimorfizmy punktowe — SNP (Single
Nucleotide Polymorphism).

Jezeli dwa geny sa calkowicie sprzezone
ze sobg, to podczas mejozy przechodza do ga-
mety zawsze razem. W rzeczywistoéci jednak
niewiele gendéw wykazuje pelne sprzezenie. Je-
zeli czasem para gendw dziedziczy si¢ lacznie,
a czasem w sposob przypominajacy niezalezne
dziedziczenie cech, to méwi sie o sprzezeniu
czgsciowym. Wyjasnieniem zjawiska sprze-
zenia czesciowego jest proces rekombinacji
homologicznej (crossing-over), ktéry zacho-
dzi w mejozie podczas tworzenia sie gamet.
W spermatogenezie u cztowieka crossing-over
wystepuje przecietnie okoto
52 razy (od 1 do 6 na chro- X

czedciej (rozdz. 2). Analizujac fenotyp potom-
stwa, mozna okreéli¢, czy nastgpita rekombi-
nacja czy tez nie (tab. 6.2).

Zakladajac, ze proces crossing-over za-
chodzi w losowo wybranych miejscach chro-
mosomu, to czesto$¢ rekombinacji miedzy
dwoma genami bedzie odbiciem odleglosci
miedzy tymi dwoma loci genéw. Dwa blisko
potozone od siebie geny sg rozdzielane przez
crossing-over rzadziej niz dwa geny bardziej
od siebie oddalone. Czesto$¢, z jaka dwa geny
zostajg rekombinowane, jest wprost propor-
cjonalna do ich odlegloéci na chromosomie,
a zatem jest miarg odlegloéci miedzy tymi
genami. W wyniku analizy czesto$ci rekom-
binacji dla kazdej grupy genéw sprzezonych
mozna ustali¢ ich rozmieszczenie wzdluz
chromosoméw.

Przyklad

Czestos¢ zachodzenia crossing-over miedzy
trojka genow (X, Y, Z) wystepujacych na jed-
nym chromosomie jest nastepujaca: X - Y:
12%, Y = Z: 8% i X - Z: 4%. Jaka jest kolej-
no$¢ wymienionych genow?

mosom w zaleznosci od jego |
dlugosci), a w czasie oogene- |
zy zachodzi nawet dwa razy



